NO在百草枯中毒中的作用机制研究新进展
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【摘要】百草枯（Paraquat PQ）是一种阳离子接触性除草剂，摄入人体后能引起肺及神经系统的退行性变及多脏器的损伤。尽管百草枯中毒的确切机制尚未定论，由氧化还原反应导致还原当量的减少以及超氧阴离子的产生是百草枯中毒的关键环节已成为共识。还原当量的减少会极大的影响NADPH相关生理化学机能。超氧阴离子的产生会诱导大量的活性氧（ROS）与细胞内大分子物质反应。NO在PQ中毒过程中发挥着重要的作用，它可以与超氧化物反应生成亚硝酸盐导致细胞损伤。还可以介导其它信号通路的的传递,参与到氧化与抗氧化反应中。NO在百草枯中毒过程中作用已经得到实验证实，但是对于NO的具体效应，目前仍有争议。本文通过总结近十几年来的研究发现，总结出NO在PQ中毒过程中主导的可能作用机制。
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The mechanisms of NO in paraquat poisoning latest developments
[bookmark: _GoBack]【Abstract】Paraquat (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride) is a nonselective and contact herbicide used worldwide and cause high mortality rate  (more  than  80%)  after  accidental  or  deliberate self-poisoning. The pathogenesis of paraquat toxicity consists of two distinct phases. The initial stage involves acute damage to several organs and death may occur during this period  and  is  associated  with pulmonary , renal and circulatory failure. Patients surviving this stage may evolve to the second stage, which is characterized by damage almost exclusively to the lungs.  Extensive pulmonary fibrosis ensues, resulting in death from respiratory failure.
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百草枯又名对草快,是一种非选择性、接触性除草剂,在农村被广泛使用。百草枯可以通过呼吸道、消化道、完整的皮肤吸收入人体，引起人体多器官功能障碍，其中以肺损伤尤为严重[1]。肺损伤典型改变是后期肺纤维化。由PQ急性中毒引起的死亡率可高达80%[2]。PQ中毒通过对细胞色素P450、黄嘌呤氧化酶、线粒体内转移酶和NO合酶（NOS）来实现氧化还原传递链单电子的传递，再与分子氧反应生成联吡啶阳离子和超氧阴离子(O2-)。O2-歧化形成的H2O2在Fe2+存在下形成羟自由基（-OH。）。-OH。引发脂质过氧化反应损伤细胞膜系,使膜受体、膜蛋白酶和离子通道的脂质微环境改变,导致组织细胞氧化性损伤[3]。NO在PQ中毒过程中通过各种生理调节机制发挥着重要的调控作用。
1 百草枯和NOS
NO在生物体内发挥着重要的调控作用。NOS是一类能将精氨酸转化为NO和瓜氨酸的蛋白酶。它有三种亚型，分别是神经源性的NOS（nNOS或者NOS-1）、巨噬细胞源性或诱导性的NOS（iNOS或者NOS-2）、以及上皮细胞源性的NOS（eNOS或者NOS-3）。nNOS和eNOS分别首先在神经元细胞和内皮细胞中发现，它们都由钙离子激活而催化生成NO。在发生炎症反应时，iNOS广泛表达在各种细胞，且其激活也是钙依赖性的[4]。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]在大鼠的PQ模型中，PQ中毒会导致肝组织及脑组织的iNOSmRNA表达明显上调，但肺及肾组织的改变则不明显 [5]。细胞培养研究显示，肺腺癌上皮细胞（A549）[6]以及人骨髓母神经细胞瘤（SH-SY5Y）在PQ中毒时iNOSmRNA表达相对于对照组明显上调。nNOSmRNA和eNOSmRNA固定的表达在人体各组织细胞。Migul A 等在含有PQ的培养基中培养SH-SY5Y细胞，分别在0h、12h、24h检测三种NOS，eNOSmRNA和nNOSmRNA的表达没有改变，而iNOSmRNA的表达明显上调[7]。而对于eNOS和nNOS是否参与PQ中毒过程，尚需要进一步研究。Johnson J 等在非洲蟾蜍身上发现，其尾巴的退化溶解与活性氧簇的高反应性导致nNOS的上调表达有关。这对于nNOS在老年痴呆症中的研究具有借鉴意义[8]。说明nNOS对神经细胞的损伤有直接影响。
2  NO介导百草枯毒性反应
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]参与PQ中毒过程的NO主要来自于由ROS诱导的高表达iNOSmRNA。PQ中毒引发的氧化还原循环反应产生大量的O2．－。生理情况下，机体产生的O2．－会被SOD等还原物质清除。在PQ中毒反应过程中，增加的NO与O2．－反应，使有生物活性的NO下降。当O2．－显著性增高时，NO与SOD竞争性结合O2．－，且前者反应速度几乎是后者的六倍[9]。NO与O2．－的结合反应会产生三种效应：NO的清除、NO的生物利用度大大降低以及产生更强的氧化剂过氧亚硝基（ONOO-）。ONOO-一旦产生，将会氧化氨基酸、核苷酸以及带硫醇基的蛋白质及多肽，而且还将永久性的造成线粒体呼吸链不可修复性损伤以及引起一些细胞的凋亡[9]。在酸性环境中，ONOO-与质子（H+）结合生成氧化亚氮(N2O)和羟自由基(-OH。)。N2O转而攻击苯酚基团生成硝基苯，最后形成3-硝基酪氨酸。3-硝基酪氨酸被认为是ONOO- 在体内生物活性的标志物。在给予PQ致死剂量3小时后的小鼠肝脏以及含有PQ的培养基上培养神经母细胞瘤24小时后证实了3-硝基酪氨酸的存在[7]。证明NO直接介导PQ中毒后的细胞毒性反应。
3  NO与PQ中毒所致肺损伤的关系
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]NO与O2．－ 都是在百草枯中毒后氧化还原循环反应诱导产生的。最早有报道将NO用于治疗PQ中毒始于1994年。Sitar M等将NO用在PQ中毒治疗过程中,证明在PQ中毒后急性呼吸窘迫时NO确实有降低肺动脉高压以及改善通气作用[10]。Sang-Cheon Choi等通过监测PQ中毒后人体呼出的微量NO来预测PQ中毒的严重性。结果证实NO呼出量的改变与PQ中毒后生存率没有相关性[11]。提示NO在PQ中毒反应中的角色可能具有多面性。到目前为止，还没有人体实验证实外源性NO在人体内部具有高效生物活性。这就限制了NO的进一步研究。抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸能通过清除O2．－来显著的增加PQ大鼠的生存率[12]。抗氧化剂的使用并不会降低机体NOSmRNA高表达水准[13]。而利用与精氨酸具有结构相似性的NO抑制剂氨基呱嘧啶来抑制iNOS的活性，能降低PQ引起的氧化应激反应。在PQ中毒过程中NO可能通过抑制O2．－和舒张血管起保护作用，且与普通的抗氧化剂互不相干。氨基呱嘧啶是通过一种目前尚未被知晓的抗氧化原理发挥作用[14]。目前认为NO作为介导PQ中毒中的一个关键因子，可能是通过一些特殊物质调控NOSmRNA的表达，而发挥着着目前我们尚不清楚其具体机制的抗氧化作用。这些可能物质包括N-硝基-精氨酸酯（L-NAME）这类NOS选择性竞争性抑制剂[15]。实验还证实，发挥抗氧化作用的精氨酸必须是L-精氨酸，如果是D-精氨酸，则没有抗氧化作用[16]。在由PQ中毒导致的肺损伤中，关于NO的作用机制目前为止还有待进一步研究。另外如何使外源性的NO在PQ中毒后在机体内具有生物活性也是今后研究的一大方向。
4  NO在PQ中毒导致的神经变性性损伤中的作用机制
流行病学调查结果显示应用在农业上的某些化学药品很有可能是帕金森病(PD)以及阿尔茨海默病（ALZ）的潜在环境致病因素。
1、4-二甲基联吡啶阳离子（MPP+）是合成海洛因混合物（MTDP）活性成分，是公认潜在的PD首要致病因子。PQ与MPP+具有结构的相似性，又被广泛的在农村使用，因此PQ被认为是PD可能的致病因素。流行病学已经证实了PQ中毒与PD发展具有内在联系，但是其机制仍处在争议中。这主要是因为直到现在研究者们都无法确认PQ是否能穿过血脑屏障。尽管有动物实验证实了PQ能穿过血脑屏障，但是仍没有得到认可。因为PQ中毒也只是人为模拟的，而不是真正的处在自然环境状态下。而由PQ中毒诱导的氧化应激参与了PD的发病过程，因此PQ被认为可能参与了PD发病过程[17]。
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12]Gupta SP.等使用iNOS抑制剂、NF-κB抑制剂、P38抑制剂分别腹腔注射已经给予PQ处理的大鼠，然后检测脂质过氧化物以及亚硝酸盐。证实NO参与了大鼠黑指纹状态细胞的脂质过氧化，NF-κB、P38参与调控了iNOSmRNA的表达[18]。选择性NOS竞争性抑制剂L-NAME能够抑制氧化应激和亚硝酸化反应，L-NAME能够抑制纹状体内细胞外硝酸盐的聚集。大鼠中脑组织在含有PQ培养基下培养，对多巴胺能神经元的损伤可以被L-NAME抑制[19]。7-硝基吲唑可以抵抗PQ诱导人神经母细胞瘤凋亡[20]。NOS抑制剂预处理能够抵抗PQ介导的神经细胞毒性，但是仍不确定这种保护作用是由于抑制了NO的产生还是O2．－的产生，亦或者二者都有。因为NOS抑制剂既可以抑制NO的产生也可以加快O2．－的降解。尚有其它机制有待今后进一步研究。
5  NOS的其它作用机制
最近的研究显示，NOS可以产生O2．－。在上游信号调控下，NOS可以催化精氨酸生成NO和瓜氨酸。NO的生存是在机体拥有足够的四氢生物蝶呤（BH4）才能生成的。当机体的缺乏BH4时，将会导致NOS的氧化结构域解偶联，参与到氧化还原反应的传递电子链中而生成O2．－[21]。
【结论】
NO和NOS在PQ中毒过程中起到了一个基础调控作用，参与到调控的可能机制较多，导致确切调控作用机制到目前为止并没有完全被解析。NO在PQ中毒的肺模型中发挥着双重作用。由于对血管的调控作用以及对氧自由基的清除，NO	发挥着保护作用。而在BH4缺乏时，PQ能介导O2．－的产生进而损伤组织。氧化应激在神经退行性变的实验模型中起到比较重要的作用，在这个过程中O2．－的产生是一个关键环节。O2．－的产生由来源于PQ的氧化还原循环反应和NOS解偶联作用。另外来自周围组织譬如小神经胶质的NOS也可能参与了氧化还原反应。在PQ中毒过程O2．－和NO都会上升，过量的NO将会导致过氧亚硝基的产生。
 关于NO和NOS在PQ	中毒作用中的进一步研究可以聚焦到NO和O2．－的产生， 以及药物对ONOO-的清除作用来评估NO和ONOO-在PQ中毒中的作用机制。找到更多依据，证实NO在PQ中毒时的作用机制将会成为今后的研究热点。同时使外源性的NO怎样在体内具有生物活性进而发挥作用将成为可能。
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